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緒 言
近年，加熱加工・調理によって食品中にヒトに対し
て有害な化合物が生成することが報告されている．加
熱加工食品に含まれるアクリルアミドは，２００２年にス
ウェーデン政府が炭水化物を多く含む食材を焼いた
り，炒めたり，揚げたりして製造した食品にアクリル
アミドが含有されていると発表したことから広く知ら
れるようになり，現在でも世界的に大きな関心を集め
ているi）．アクリルアミド以外にも，缶詰や瓶詰等の
密閉状態で加熱殺菌された食品中のフランii）や，燻製
食品等に含まれる多環芳香族化合物（PAHs）等iii）は，
ヒトへの健康影響が懸念され，食品中の濃度が調べら
れている．
多価不飽和脂肪酸由来の過酸化脂質が分解して生成
食用油の加熱によって生じる有害アルデヒド４－hydroxy－２E －nonenal
およびその類縁化合物４－hydroxy－２E －hexenal の定量分析
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Quantitative analysis of 4-hydroxy-2E -nonenal
and 4-hydroxy-2E -hexenal in heated cooking oil
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Abstract
A cytotoxic aldehyde, 4-hydroxy-2E-nonenal (4-HNE), is formed by lipid peroxidation in cells. In order to investi-
gate formation of 4-HNE and the related aldehyde, 4-hydroxy-2E-hexenal (4-HHE) in cooking oil, we developed a quan-
titative analytical method for the aldehydes using synthesized deuterium labeled aldehydes as the internal standards. The
cooking oil including internal standards was clean-upped by a cartridge-type silica-gel column, and the hydroxyl groups
of 4-HNE and 4-HHE were derivatized to trimethylsilyl ether for the GC/MS measurement. Commercial cooking oils
were heated and analyzed using the developed isotope-dilution method. 4-HNE levels increased according to heating time,
and the final concentrations differed about five times among analyzed cooking oils. In the oil repeatedly used by tempura
cooking, 4-HNE increased following the rise of peroxide value (POV) in the first several use, and then its concentration
reached a plateau.
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５１
する4-hydroxy-2E-nonenal（４-HNE，図１）は，変異原性
および細胞毒性を有することが知られており１），生体
内における疾病関連シグナル物質として膜脂質由来４-
HNEについて数多くの研究がある２）．その４-HNEが大
豆油でジャガイモを揚げるという通常の調理で生成す
ることが，２００４年にミネソタ大学の Seppanenらによ
り報告３）された．経口摂取した４-HNEのヒトの健康に
対する影響については，有害性を示す濃度を含めてま
だ明らかにされていないが，健康影響のリスクが生じ
る可能性があることから，我が国でも天ぷら等の調理
における４-HNEの生成の有無や濃度について調べる
ことにした．n-6系の多価不飽和脂肪酸から生じる４-
HNEに加え，DHAや EPAなどの n-3系の多価不飽和
脂肪酸の酸化によって生じる4-hydroxy-2E-hexenal（４-
HHE）も４-HNEと同様の作用を有することが示唆さ
れている４）ことから，４-HHEも測定対象とした．
Seppanenらは試料油に含まれる４-HNEおよび類似
構造を持つアルデヒドを２，４-ジニトロフェニルヒドラ
ジン（DNPH）誘導体化して抽出し，TLCによる精製
の後に紫外可視吸光度を指標とする HPLCで分析し
ている３）．また，韓国の Surhと Kwonは水で抽出して
逆相前処理カラムで精製してからトリメチルシリル
（TMS）誘導体として GC/MSにより外部検量線法で
定量分析して，油および市販の食品に含まれる４-
HNE，４-HHEの濃度を調べている５）．筆者らは４-HNE，４-
HHEを定量分析するにあたり，目的成分を他成分と
十分分離することと回収率の影響を最小限にすること
を目指し，安定同位体で標識した内部標準を用いて
TMS誘導体を GC/MSで定量分析する方法を開発し
た．この方法を用いて市販の食用油を加熱した場合の
４-HNE，４-HHE濃度と，繰り返し天ぷら油を使用し
た際の４-HNE，４-HHE濃度と油の劣化指標を調べた
ので，ここに報告する．
実験材料及び方法
（１）4-HNE，4-HHEの分析方法
）重水素標識化4-HNE，4-HHEの合成
２，３-２Ｈ２-４-HNEは文献記載の方法６）に従って化学合
成した（図２）．プロピオルアルデヒドジエチルアセ
タール１（東京化成工業製）とエチルマグネシウムブ
ロマイド（１３％THF溶液，東京化成工業製）の反応
により調製したグリニヤ試薬２をヘキサナール（関東
化学製）と反応させて，４-ヒドロキシ-２-ノニナールジ
エチルアセタール３を得た．３の三重結合を重水素化
リチウムアルミニウム（和光純薬製）でトランス二重
結合に還元し，重水により反応を停止して，トランス
二重結合に重水素が導入された４を得た．４を５％塩
酸／メタノール中３０分間室温で撹拌してアセタールを
加水分解し，シリカゲル６０（ナカライ製）によるカラ
ムクロマトグラフィ （ー溶出溶媒３０％酢酸エチル／n-
ヘキサン）で精製して，２，３-２Ｈ２-４-HNEを８６．５mg得
た（プロピオルアルデヒドジエチルアセタール１から
の収率は４４％）．
２，３-２Ｈ２-４-HHEの化学合成は，２，３-２Ｈ２-４-HNEと同
様の方法で行った．すなわち，グリニヤ試薬２をプロ
パナール（東京化成工業製）と反応させて４-ヒドロキ
シ-２-ヘキシナールジエチルアセタールを得て，以下
同様に三重結合のトランス二重結合への還元と重水素
の導入，アセタールの加水分解を行って，２，３-２Ｈ２-４-
HHEを７３．１mg得た（プロピオルアルデヒドジエチ
ルアセタール１からの収率は１１％）．
合成した２，３-２Ｈ２-４-HNEおよび２，３-２Ｈ２-４-HHEの
１３C-NMRは以下の通り（２，３-２Ｈ２-４-HNE：δＣ １４．０（C-
9），２２．５（C-8），２４．９（C-7），３１．６（Ｃ-6），３６．４（C-
図１．有害アルデヒド4-HNE，4-HHEの化学構造
図２．２，３-２H２-４-HNEの合成経路
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5），７１．０（C-4），１３０．２（C-2），１５８．９（C-3），１９３．８
（C-1））；２，３-２Ｈ２-４-HHE：δＣ ９．５（C-6），２９．５（C-
5），７２．２（C-4），１３０．５（C-2），１５８．１（C-3），１９３．６
（C-1））であり，それぞれ期待する構造を有すること
を確認した．オレフィン炭素のシグナルが重水素との
カップリングにより分裂していることから，重水素標
識導入位置を２，３位と確認した．さらに，２，３-２Ｈ２-
４-HHEおよび２，３-２Ｈ２-４-HNEを TMS誘導体化（後述）
して GC/MSで分析したところ，それぞれ市販の４-
HHE，４-HNEの TMS誘導体と保持時間が完全に一致
した．９．２分に検出された２，３-２Ｈ２-４-HHEの TMS誘導
体は m/z１８８，１３．２分に検出された２，３-２Ｈ２-４-HNEの
TMS誘導体は m/z２３０に分子イオンピークを与えた．
また，両者のマススペクトルには m/z１５９に強度の大
きいフラグメントイオンが観測された．これは TMS
化４-ヒドロキシ-２-アルケナールのＣ-４-Ｃ-５間が開裂し
たイオンに相当し，その m/z値は非標識体のフラグメ
ントイオンよりも２大きかった（図３に４-HNEおよ
び２，３-２Ｈ２-４-HNEのマススペクトルを示す）．従って
GC/MSでの選択イオンモニタリング（SIM）により，
合成した２，３-２Ｈ２-４-HHEおよび２，３-２Ｈ２-４-HNEが非標
識体と区別して検出できることから，これらを４-
HHE，４-HNEの定量分析の内部標準として利用可能
であることが判明した．
）油試料の前処理法
前処理では，油試料０．５～１ｇを正確に秤量して内
部標準（２，３-２Ｈ２-４-HHEおよび２，３-２Ｈ２-４-HNE）を各
１µgと，１０mLの溶出溶媒Ａ（４％酢酸エチル／n-ヘ
キサン（酸化防止剤として１００µMのブチルヒドロキ
シトルエン（BHT）を含む））を添加して十分に溶解
し，あらかじめ６mLの n-ヘキサンで平衡化しておい
たシリカゲル前処理カラム（Sep-Pak Plus Silica（シリ
カゲル充填量６９０mg），Waters製）に負荷した．シリ
カゲル前処理カラムを１６mLの溶出溶媒Ａ，次いで
１mLの溶出溶媒Ｂ（２０％酢酸エチル／n-ヘキサン
（１００µMの BHTを含む））で洗浄し，９mLの溶出
溶媒Ｂで４-HNE，４-HHEを溶出した．溶出液の溶媒
を減圧留去し，１００µLの酢酸エチル（１００µMの BHT
を含む）に再溶解後，１００µLの N，O-bis（trimethylsilyl）
trifluoroacetamide（BSTFA，ジーエルサイエンス製）
を加え，８５℃で１０分反応させて４-HNE，４-HHEを TMS
誘導体化した．反応液を放冷後，酢酸エチル（１００µM
の BHTを含む）を加えて全量を１mLとして，GC/MS
の分析試料とした．
）GC/MSによる定量分析法
TMS誘導体化した４-HNE，４-HHEは，以下に示す
条件で GC/MS分析を行った．
装置：QP５０００（島津製作所製），カラム：DB-5MS（ア
図３．４-HNEおよび２，３-２H２-４-HNEのマススペクトル
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ジレント製），３０ｍ×０．２５mm（i.d.），０．２５µｍ（膜
厚），気化室温度：２００ ℃，カラム温度：５０℃（２min）-
１０℃／min-２２０℃（５min），インターフェース温度：
２４０℃，注入方法：スプリットレス注入，注入量：
１ µL，MS：EI（７０eV），検出：SIM m/z１５７（ター
ゲット），m/z１５９（内部標準）．
４-HHEは９．２min付 近，４-HNEは１３．２min付 近 に
溶出され，他のピークと十分に分離した（図４）．
）検量線
検量線の作成には，内部標準各１µgに対して市販
の４-HHE（Cayman Chemical Company製）および４-HNE
（Cayman Chemical Company製）をそれぞれ０．５，３．０，
１０．０µg添加した標準試料ならびに４-HHE，４-HNEを
添加しない標準試料を用いた．m/z１５９に検出される
非標識の４-HHEおよび４-HNEの m/z１５７のフラグメン
トイオンの同位体ピークの影響を排除するため，炭素
とケイ素の同位体存在割合（１３C（１．１０％），２９Si（４．６７％），
３０Si（３．１０％））に基づき非標識化合物のピーク比を
１５７：１５９＝１：０．０４０２と算出して，m/z１５７面積／（１５９
面積－１５７面積×０．０４０２）の値と標準試料の４-HNE，４-
HHE添加量から検量線を作成した．
）添加回収試験
添加回収試験は，低濃度の４-HNE，４-HHEを含む
油１ｇに対して４-HHEを０．２µg，４-HNEを０．３µg添
加した試料３点を分析して求めた４-HHEおよび４-
HNEの濃度から，添加量に対する回収量を計算して
求めた．
（２）食用油の加熱処理及び調理によって生成する
４-HNE，４-HHE
）食用油の加熱処理
市販の油１０種類について，バイアル瓶（２２mL容）
に油９mLを加え，栓をせずにアルミブロック中１８０℃
で３０分および６０分加熱した．加熱実験は３連で行い，
加熱後油を室温まで放冷した後，４-HNE，４-HHEを
分析した．
）天ぷら調理による油の繰り返し使用と油に含まれ
る４-HNE，４-HHE
サラダ油（大豆油と菜種油の調合油）を繰り返し天
ぷら調理に使用し，生成する４-HNE，４-HHEの変化
を調べた．天ぷら調理には，市販のＩＨ調理器（KZ-
PH5：パナソニック製）とＩＨ調理器対応の天ぷら鍋
（KZ-TT2（１Ｌ容量）：パナソニック製）を用いた．
水道水で洗ったジャガイモ５００ｇを皮付きのまま８mm
厚にスライスし，市販の天ぷら粉（昭和天ぷら粉：昭
和産業製）１００ｇに対して水道水１６０mLを加えて調
製した衣をつけた．天ぷら調理はＩＨ調理器の油揚げ
機能により温度を１８０℃に設定し，油１０００ｇが１８０℃
になってから衣をつけたジャガイモを油に投入して行
った．油の温度を一定に保てるように温度計で確認し
ながら１回にジャガイモを５-８枚ずつ，全量を４回
に分けて投入し，投入開始から調理終了までは約４５分
とした．調理後は油が冷えるまで１時間程度放置し，
油の一部をサンプリングした後，１Ｌのビーカーに入
れてアルミ箔で覆い遮光して室温で次回の調理まで保
存した．次回の調理では，油が１０００ｇになるように
新しい油を約１５０ｇ注ぎ足して，同様の手順で行った．
この天ぷら調理は独立した２連の実験で１６１日間，１５
回にわたり油を繰り返し使用した．
繰り返し使用した油について，４-HNE，４-HHEに
加えて劣化指標として過酸化物価（POV）と酸化（AV）
を，いずれも日本油化学会制定の基準油脂分析試験
図４．１８０℃で６０分加熱したサラダ油の選択イオンクロマトグラム
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法７，８）により測定した．
実験結果および考察
（１）分析方法の評価
加熱した油に生成する微量の４-HNE，４-HHEを高
感度で定量分析するためには，食用油に多量に存在す
る低極性夾雑成分のトリグリセリドを除去する必要が
あった．そこで前処理において，シリカゲル前処理カ
ラムに４-HNE，４-HHEを選択的に保持させて夾雑成
分を可能な限り溶出，除去した．また，精度の高い定
量を行えるよう，重水素標識化４-HNE，４-HHEを合
成し，内部標準として油試料に一定量添加して前処理
操作を行った．夾雑成分を除去した後に４-HNE，４-HHE
をシリカゲル前処理カラムから溶出し，TMS誘導体
化して GC/MSにより定量分析した．
）検量線
一連の分析試料の前後に分析した標準溶液４点
（ターゲット／内部標準の範囲は０-１０に相当し，油０．５
ｇを処理した場合では０-２０mg/kgに相当）より検量
線を作成し，４-HHE，４-HNE共に r２は０．９９９９以上であ
った．
）定量限界と添加回収試験
開発した定量分析法により低濃度の４-HNE，４-HHE
を含む油について繰り返し分析（ｎ＝８）を実施した．
標準偏差から推定した検出限界（LOD）は４-HHEで
０．０１mg/kg，４-HNEで０．０６mg/kgであり，定量限界
（LOQ）は，４-HHEで０．０４mg/kg，４-HNEで０．１９mg
/kgであった．
添加回収試験（添加量：油１ｇに対して，４-HHE
０．２µg，４-HNE ０．３µg）の結果，回収率は４-HHEで
８８％，９１％，９３％，４-HNEで８９％，１０９％，９１％
であり，いずれも８５～１１０％の範囲に入り良好であっ
た．
（２）食用油の加熱処理及び調理によって生成する４-
HNE，４-HHE
開発した方法を用いて，市販の食用油を加熱した場
合と繰り返し天ぷら油を使用した際の４-HNE，４-HHE
濃度を分析した．繰り返し使用した天ぷら油について
は，劣化指標として POVと AVについても測定した．
）食用油の加熱処理
表１に市販の油１０種類を１８０℃で３０分および６０分加
熱した際の４-HNE，４-HHEの濃度を示した．それぞ
れの油において，加熱時間に応じて４-HNE，４-HHE
の濃度が増加し，油の種類によって４-HNE濃度には
５倍程度の差があった．加熱により４-HNE濃度が大
きく増加した油は，大豆油を使用した特定保健用食品
Ｂ３，サラダ油，綿実油の３点であった．サラダ油は
大豆油と菜種油の調合油であることから，大豆油，菜
種油および綿実油に注目して，４-HNEや４-HHEの由
来となる n-6系ならびに n-3系多価不飽和脂肪酸の量
を比較した．五訂増補日本食品標準成分表脂肪酸成分
表編９）によると，油１００ｇ中の n-6系多価不飽和脂肪酸
の量は，大豆油では４９．６７ｇ，綿実油では５３．５１ｇで
あり，菜種油（１８．５９ｇ）よりも多かった．従って，
n-6系不飽和脂肪酸の含有量は４-HNEの生成量に影響
すると考えられた．一方，油１００ｇ中の n-3系多価不
飽和脂肪酸の量は，菜種油（７．５２ｇ）よりも大豆油（６．１
ｇ）と綿実油（０．３４ｇ）の方が少なかった．４-HHE
の生成量は綿実油では低く，菜種油と特定保健用食品
Ｂ４で高かった．４-HHEは，分析した全ての油で４-
表１．市販の油を加熱した際の４-HNE，４-HHE濃度
４-HNE mg/kg（CV ％） ４-HHE mg/kg（CV ％）
１８０℃加熱条件 １８０℃加熱条件
油の種類 加熱なし ３０分加熱 ６０分加熱 加熱なし ３０分加熱 ６０分加熱
サラダ油（大豆油＋菜種油） nd ６．３３（５．４） １０．５７（３．８） nd ０．３３（３．６） ０．５２（２．７）
特定保健用食品（Ｂ１）* nd ２．９２（６．７） ５．０７（１．８） nd ０．２３（５．６） ０．３０（１．４）
特定保健用食品（Ｂ２）* ＜０．１９ ２．８９（３．７） ５．５２（３．７） nd ０．２３（３．２） ０．３４（２．２）
特定保健用食品（Ｂ３） nd ５．５３（７．６） ９．９４（５．３） ＜０．０４ ０．３３（２．５） ０．４９（４．２）
特定保健用食品（Ｂ４）* nd ２．８７（９．０） ５．０８（３．８） nd ０．５７（２．８） ０．８２（０．２）
特定保健用食品（Ｂ５） nd ２．７９（２３．５） ４．１４（３．８） nd ０．１９（１３．７） ０．２７（１．６）
菜種油 nd ２．２７（１５．２） ４．５９（９．８） nd ０．５５（４．６） ０．８２（１．８）
栄養機能食品（菜種油＋ビタミンＥ）* nd １．９８（１．１） ３．１１（８．５） nd ０．４４（１．９） ０．６９（５．７）
栄養機能食品（紅花油＋ビタミンＥ）* nd ５．０６（４．７） ８．８０（９．３） nd ＜０．０４ ０．０６（１．２）
綿実油 ＜０．１９ １０．１３（２．４） １４．９６（４．３） nd ＜０．０４ ０．０５（７．２）
*：ビタミンＥを含む油，nd：not detect，加熱実験は３連で実施した平均値
５５
HNEに比べて低濃度であったが，n-3系多価不飽和脂
肪酸の含有量と４-HHEの生成量には相関があると考
えられた．４-HNEおよび４-HHEが多価不飽和脂肪酸
の過酸化脂質から生成することから，ビタミンＥなど
の抗酸化剤を含む食用油では４-HNEや４-HHEの生成
量が低くなることが期待された．しかしながら，ビタ
ミンＥ添加が明示されている油において添加量は示さ
れておらず，今回の分析結果からビタミンＥ添加と４-
HNE，４-HHE濃度の間に明確な関連性は認められな
かった．
Seppanenらが大豆油を１８５℃で１時間加熱した後の
４-HNEは２．２７mg/kg，４-HHEは０．４０mg/kgで あ り，
表１のサラダ油（大豆油＋菜種油）と比べると低い値
であった１０）．この原因は不明であるが，加熱条件（Sep-
panenらは５Ｌの油をステンレス製のディープフライ
ヤーで加熱）や分析法の違いが影響している可能性が
考えられた．
）天ぷら調理による油の繰り返し使用と油に含まれ
る４-HNE，４-HHE
サラダ油を使用開始から１６１日間，１５回繰り返し天
ぷら調理に使用して，４-HNE，４-HHEに加えて POV
と AVを測定した結果を図５に示す．４-HNE，４-HHE
は繰り返し使用の初期に POVの上昇に遅れて増加し
ているが，これは４-HNE，４-HHEが過酸化脂質の分
解により生成することと一致している．４-HNEはや
がて頭打ちとなりほぼ一定の値を示したが，４-HHE
は頭打ちとなった後に減少傾向が認められた．これは，
分子量が小さい４-HHEが揮発や他成分との反応によ
って失われている可能性や，含有量の少ない n-3系多
価不飽和脂肪酸が酸化により減少したこと等が考えら
れた．今回の結果からは，４-HNE，４-HHEの増加を
より一般的な油の劣化指標である POVや AVで評価
することは困難であると考えられた．
４-HNEおよび４-HHEを経口摂取した際の体内動態
や反応性に関する情報が無いため，今回得られた４-
HNE，４-HHEの油中の濃度がヒトの健康に与える影
響については不明である．Surhらは韓国の大人が植
物油（未加熱），魚介類（未加熱）および油揚げ食品
から１日に摂取する４-HNEと４-HHEの合計を１６．１µg
と推定している５）．本報告で油を１２回繰り返し使用し
た場合，一食の天ぷらから摂取する油の量を約１０ｇ
とすると，４-HNEと４-HHEの合計摂取量は１５０µg程
度となり，Surhらの報告した１日摂取量の１０倍程度
であった．
要 約
油の加熱によって生成する有害アルデヒド，４-
HNE，４-HHEを安定同位体で標識した内部標準を用
いて定量分析する方法を開発した．この方法を用いて，
図５．繰り返し天ぷら調理に使用したサラダ油の４-HNE，４-HHE，過酸化物価（POV），酸価（AV）
サラダ油１０００ｇ（１８０℃）でジャガイモ５００ｇの天ぷら調理を繰り返した．使用後のサラダ油は遮光室温保存し，次回使
用時に約１５０ｇの未使用サラダ油を注ぎ油した。分析値は２連で実施した油の平均を示した．
５６
様々な食用油を加熱した際に生成する４-HNE，４-HHE
量を調べた．その結果，４-HNEも４-HHEも加熱時間
に応じて増加した．油の種類により４-HNEの生成量
は５倍程度の差があり，n-6系多価不飽和脂肪酸の含
有量の影響が大きいと考えられた．サラダ油を繰り返
し天ぷら調理に使用した場合には，４-HNE，４-HHE
共に繰り返し使用の初期に POVの上昇に遅れて増加
した．その後，４-HNEはやがて頭打ちとなりほぼ一
定の値を示したが，４-HHEは減少した．
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